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論 文 内 容 要 旨 
 
 
Chapter 1: General introduction 
遺伝子発現を人工的に制御する手法は、生命現象を理解する上で必須であり、さらには疾患に対す
る新たな治療法になり得ると期待されている。このような背景から、標的遺伝子と二本鎖を形成する
ことにより、その遺伝子発現を配列選択的に制御できるオリゴヌクレオチド(ON)は、現在、生命科学
分野や医療分野において必要不可欠な分子ツールとなっている。1987 年、Zamecnik, Stephenson らが、
13 塩基からなる ON を用いて、細胞内における Rous sarcoma virus の複製過程を阻害できることを報告
して以来、ON を用いた遺伝子発現制御法は大きな注目を集め、ON の機能向上を様々な化学修飾され
た人工核酸が開発されてきた。中でも、標的遺伝子と共有結合を形成する架橋反応性 ON は、共有結
合を形成するという特徴を活かしたユニークな遺伝子発現制御が可能である。 
本博士論文では、機能性オリゴヌクレオチドの開発および遺伝子発現制御法への展開を目指
し、:Chapter 2-5 では新規架橋反応性核酸の開発、Chapter 6 ではオリゴヌクレオチドを用いた新規リー
ドスルー法の開発を行った。 
Chapter 2: Development of the Acyclic Pyrimidine with Crosslink Reactivity to Guanosine Derivatives 
本章では、架橋反応性塩基 4-amino-6-oxo-2-vinylpyrimidine (AOVP)誘導体の標的塩基の拡張を目的と
し、グアニン誘導体に対して架橋反応性を示す AOVP 誘導体の開発について検討を行った。本研究に
おいて開発されピリミジン誘導体は、主要な酸化損傷塩基の一つである 8-oxoguanine (8-oxoG)に対して
高い選択性と反応性を示すことが明らかとなった。8-oxoG は癌などの疾患と関連していることが明ら
かとなってきており、8-oxoG を検出する手法の開発が求められている。8-oxoG に対して選択的に架橋
形成可能な本分子は、配列選択的な 8-oxoG の検出法への応用が可能であると期待されるため、非常に
意義のある結果であると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
Chapter 3: Development of the Crosslink Reactions Triggered by Oxidation 
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本章では、架橋反応の細胞内への応用を目指し、酸化反応をトリガーとした架橋反応性核酸 2-amino-
6-(1-ethylthiovinyl)purine (ATVP) の開発を行った。ATVP の架橋反応性はビニル基 1 位に導入したスル
フィド基硫黄原子上の酸化状態によりその反応性制御が可能であり、ATVP の酸化体 2-amino-6-(1-
ethylsulfinylvinyl)purine (ASVP) は RNA 中のシトシンに対して高い反応性を示すことを明らかにした。
さらに、過酸化水素および塩化鉄(II)存在下、標的 RNA との二本鎖中の ATVP は ASVP へと酸化され、
シトシンと架橋形成することを見出した。本結果により。細胞内における架橋反応性核酸を用いた遺
伝子発現制御を実現するための新しいコンセプトの確立に成功できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapter 4: Nickel Chloride Induced Crosslink Reaction of 2-Amino-6-(1-ethylthiovinyl)purine 
本章では、新たな外部刺激因子をトリガーとした架橋反応の開発を目指し、架橋形成塩基上への金
属イオンの配位により誘起される架橋反応の開発を行った。ATVP を架橋形成塩基として選択し、各種
金属イオンの効果をスクリーニングした。その結果、塩化ニッケルによって ATVP の架橋反応が促進
されることを見出した。塩化ニッケルの明確な効果については現在のところ明らかではない。しかし
ながら、得られた実験結果および塩化ニッケルがプリン塩基 7 位の窒素原子上に強く配位するという
知見から、当初期待した通り、塩化ニッケルが ATVP 塩基に配位し、ルイス酸として働き、ATVP 上の
ビニル基の求電子性を向上させた結果、架橋反応が加速されたのではないかと考えている。金属イオ
ンがトリガーとなる架橋反応はこれまでに例が無く、今回得られた結果は架橋分子の設計において新
たな知見をもたらすものと考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapter 5: Synthesis of 6-amino-2-vinylpurine derivatives for Cross-linking and Evaluation of the Reactivity 
チミンを標的とした架橋分子 6-amino-2-vinylpurine (6-AVP)誘導体の合成を行い、その架橋反応性に
ついて評価を行った。当初の分子設計通り、6-AVP 誘導体 1 はチミンと安定な塩基対を形成するが、
ビニル基の求電子性が低いため、全く架橋反応性を示さないことが明らかとなった。一方、ビニル基 1
位に電子求引基であるメチルエステル基を導入した 6-AVP 誘導体 2 は、アデニン、グアニン、チミン
に対して架橋反応性を示すことが明らかとなった。また、反応条件の pH に依存して異なる塩基選択性
を示すという非常に興味深い結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapter 6: A Novel Strategy for read-through of premature stop codon with oligonucleotide 
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 mRNA 上に生じた異常な終止コドン(Premature termination codon: PTC)は、リボソームのタンパク質合
成を途中で停止させるため(ナンセンス変異)、多くの遺伝子疾患の原因となっている。現在、ナンセン
ス変異に対する有効な治療法として、アミノグリコシド系抗生物質(AG)を用いた PTC の読み飛ばしリ
ードスルーが有望視されている。しかし、AG は高い毒性を示すため、医薬品としての AG の利用は非
常に困難であるとされている。本研究では、既存のリードスルー法の問題点の解決を目指し、PTC に
よる翻訳過程の停止メカニズムを再考し、オリゴヌクレオチドを用いたリードスルー法について検討
を行った。各種検討の結果、オリゴヌクレオチドがリボソームの読み飛ばしを促進させ、全長タンパ
ク質を産出させることを見出した。本研究により、オリゴヌクレオチドがリードスルー活性を示すと
いう、非常に価値ある知見がもたらされた。 
 
Chapter 7: Conclusions 
 本博士論文では、機能性オリゴヌクレオチドを用いた新規遺伝子発現制御法の構築を目指し、各種
架橋反応性核酸の開発および新規 PTC リードスルー法の開発を行った。本研究通して得られた成果に
より、遺伝子発現制御法の新たな方法論を確立することができたと考えられる。今回得られた知見に
基づいたさらなる研究の発展により、生命科学分野に対して非常に大きなインパクトを与えることが
できる分子ツールが創出されることを期待したい。 
 
 
 
 
論文審査の結果の要旨 
 
 
 
遺伝子発現の異常は様々な疾患の原因になることが明らかになっており、遺伝子発現を制御する方
法論は、次世代の疾患の治療法として注目を集めている。中でも 20-30 塩基からなるオリゴヌクレオチ
ドは標的遺伝子に対して選択的に結合することで、その遺伝子発現を制御する方法論として非常に有
効であると考えられる。本研究ではより効率的な遺伝子発現制御を可能とする機能性オリゴヌクレオ
チドを開発し、これを用いた遺伝子発現制御について検討した。具体的には標的 RNA に対して効率的
かつ選択的に反応する架橋反応性オリゴヌクレオチドの開発さらにはまったく新しいアプローチとし
て、修飾オリゴヌクレオチドを用いたストップコドンの読み飛ばしを行う方法について検討した。ま
ず第２章ではグアニンに対して効率的に反応することを期待した架橋反応性核酸として非環状の糖部
を持つ４－アミノ－６－オキソ－２－ビニルピリミジン(AOVP)を設計し、これを組み込んだオリゴヌ
クレオチドを合成した。さらにこれを用いて、標的 DNA との反応性を検討したところ、グアニンに対
して反応することがわかった。反応生成物の構造解析からグアニンの N1 位が反応したことが示唆され
たため、N1 の pKa が異なるグアノシン誘導体との反応性を検討した。その結果、AOVP 誘導体は８－
オキソグアノシンに対して非常に効率的に反応することがわかった。８－オキソグアノシンは酸化損
傷塩基の代表的な塩基であり、この塩基に対して非常に選択的に反応したことは興味深い。第３章で
は酸化により活性化される２－アミノ－６－ビニルプリン誘導体(AVP)について検討を行った。新たな
架橋塩基として、ビニル基に電子供与基であるスルフィド基を導入した２－アミノ－６－(１－エチル
チオビニル)プリン(ATVP)を設計した。これらの塩基を導入したオリゴヌクレオチドを合成し、反応性
を調べたところ、ATVP はまったく反応性を持たず安定であること、この酸化体は標的 DNA 及び
RNA の相補的位置のシトシンに対して、１時間でほとんど反応が完結するという非常に効率的な反応
性を示すことがわかった。さらに ATVP を酸化する条件として過酸化水素を用いて検討を行った。そ
の結果、過酸化水素のみでは酸化は進行しないものの、金属として２価の鉄を加えた時に酸化反応が
進行することがわかった。これらの結果は当該学生が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能
力と学識を有することを示している。したがって，草野修平氏提出の博士論文は，博士（理学）の学
位論文として合格と認める。 
 
 
